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ramas tratadas y no tratadas es más importante a 120 días después de la plena floración que a 60 días lo
que puede ser debido al grado de clorosis más acentuado a 120 días que a 60. No se obtuvo ninguna
diferencia entre los valores de pH de la savia de las ramas tratadas y no tratadas. Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Chatti (1997). Se obtuvo un aumento significativo de la concentración de
Fe en el xilema de las ramas tratadas y por lo tanto una disminución de la relación citrato/Fe. Se ha
descrito que los altos cocientes de citrato/Fe en el fluido apoplástico podrían disminuir la capacidad de
adquisición de Fe por las células del mesófilo (González-Vallejo et al., 1999). Por lo tanto, en nuestro
caso si este alto cociente encontrado en el xilema se mantiene en el apoplasto podría afectar a la
adquisición de Fe en el mesófilo de hojas de melocotonero. Larbi (1999) indicó que la actividad reductasa
del mesófilo de hojas deficientes en Fe de melocotonero es inferior a la de las hojas controles.
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Fig.3.Cambios producidos por el tratamiento sobre el pH de xilema de ramas tratadas (en negro) y no
tratadas (en blanco).
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EFECTO DEL APORTE DE Fe SOBRE  LAS CONCENTRACIONES DE ÁCIDOS ORGÁNICOS EN
XILEMA Y APOPLASTO DE PLANTAS DE REMOLACHA DEFICIENTES EN Fe
Ajmi Larbi, Sofia Andaluz, Fermín Morales, Javier Abadía y Anunciación Abadía
Departamento de Nutrición Vegetal, Estación Experimental de Aula Dei, Consejo Superior de
Investigaciones Científicas, Apdo 202, 50080 Zaragoza, España
Introducción
La deficiencia de Fe es un problema ampliamente extendido en agricultura, especialmente en los suelos
alcalinos, en los cuales, a pesar de que es un elemento abundante, a menudo es insoluble (Lindsay, 1995).
En plantas eficientes de estrategia I la respuesta incluye cambios morfólogicos y bioquímicos (ver
Schmidt, 2000). Entre los cambios bioquímicos cabe destacar la acumulación de ácidos orgánicos,
principalmente malato y citrato, en todas las partes de la planta (Brown, 1966, Landsberg, 1981;
Alhendawi et al., 1997; López-Millán et al., 2000a,b, 2001a,b,c; Abadía et al., 2001). Las posibles
funciones de los ácidos orgánicos son muy diversas. Sus características como agentes quelantes les
permiten intervenir en la movilización de Fe en la rizosfera (Abadía et al., 2001). Se sabe también que el
citrato tiene un papel importante en la translocación y el transporte de Fe a larga distancia (Tiffin,
1966a,b; López-Millán et al., 2000b). También se ha propuesto que sean los ácidos orgánicos la fuente de
protones liberados por las raíces (Landsberg, 1981). Otra posible función de los ácidos orgánicos sería el
uso de estos compuestos de C para mantener procesos básicos, tales como la respiración (Abadía et al.,
2001).
El aporte de Fe a las plantas deficientes de Fe suele aumentar la concentración de clorofila, restablecer la
actividad fotosintética y aumentar la concentración de Fe en raíces y hojas (Young y Terry, 1982; Nishio
y Terry, 1983; Nishio et al., 1985; Pushnik y Miller, 1989; López-Millán et al., 2001a,b). Según López-
Millán et al (2001a), la adición de hierro disminuye la actividad de diferentes enzimas implicadas en la
síntesis de ácidos orgánicos y, por consiguiente, la concentración total de ácidos orgánicos en raíces y en
hojas.
El principal objetivo de este artículo es investigar los cambios producidos por el aporte de Fe en la
composición de ácidos orgánicos en el xilema y el apoplasto de plantas deficientes en Fe, ya que estos dos
compartimentos son cruciales en el transporte de Fe a larga distancia en la planta.
Materiales y Métodos
Cultivo de plantas
Las plantas de remolacha (Beta vulgaris L. cv. Monohil; Hilleshög, Landskrona, Suecia) se cultivaron en
solución nutritiva en cámara de cultivo a 350 µE m-2 s-1, a 22 ºC, 80% de humedad relativa y un
fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad. Los cubos en donde se hicieron crecer las plantas contenían
solución nutritiva 1/2 Hoagland con 0 ó 45 µM de NaFe(III)-EDTA, dependiendo del experimento. Para
imitar las condiciones naturales de la deficiencia de Fe en campo se incrementó el pH de la solución
nutritiva de las plantas sin Fe hasta 7,7, mediante la adición de NaOH 1 mM y CaCO3 1g L
-1. El aporte de
Fe a las plantas deficientes se hizo tras dos semanas sin Fe, cambiando la solución nutritiva por otra
nueva conteniendo 45 µM de Fe con un pH 5,5.
Extracción de xilema y apoplasto
El xilema y el apoplasto se extrajeron del peciolo y de las hojas de remolacha respectivamente, por
centrifugación directa, como se describe en López-Millán et al. (2000b).
Análisis de ácidos orgánicos en xilema y apoplasto
Los aniones orgánicos fueron analizados por HPLC usando una columna de 300 x 7,8 mm de intercambio
catiónico de tipo Aminex (HPX-87H Bio-Rad, Hercules, CA, USA) en un HPLC de Waters, con una
bomba de tipo 600 E, un detector fotodiodo “array” 996 y el programa Millennium 2010.
Determinación del pH de la savia de xilema y apoplasto
El pH de la savia del xilema y apoplasto se midió con un microelectrodo (Metröhm AG 9101, Herisau,
Suiza) inmediatamente después de su obtención.
Determinación de la concentración de Fe en xilema
La determinación de la concentración de Fe se efectuó por la técnica de absorción atómica con horno de
grafito (Varian SpectrAA con corrector Zeeman) en el servicio Científico Técnico de la Universidad de
Barcelona, en condiciones estándard. Las muestras se analizaron por triplicado.
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Determinación de la actividad reductasa en el mesófilo de remolacha
Las tasas de reducción de Fe(III) por los discos del mesófilo de hojas se determinaron como se describe
en Larbi et al. (2001).
Determinación de la tasa fotosintética en hojas
Las medidas de fotosíntesis se llevaron a cabo con un equipo portátil de flujo cerrado (CIRAS, PP-
Systems, Reino Unido).
Resultados
Cambios de la concentración de ácidos orgánicos en xilema y apoplasto tras la aplicación de Fe
En primer lugar se procedió a medir la contaminación citosólica de las muestras de xilema y apoplasto,
usando como marcador la enzima c-mdh (EC 1.1.1.37) (López-Millán et al., 2000b). Se eliminaron las
muestras con alta contaminación. Las muestras utilizadas presentaban actividades de la enzima c-mdh
equivalentes a 1,8-8% (apoplasto) y 0,5-3,6% (xilema) de los valores ofrecidos por el homogenizado de
hojas y peciolos, respectivamente.
En xilema se identificaron malato, citrato, oxalato, 2-oxolglutarato, fumarato y succinato. Se observó un
aumento de todos los ácidos orgánicos en el xilema de plantas deficientes en comparación con las plantas
control. Este aumento fue de aproximadamente 1,7, 5,6, 3,2 y 1,8 veces para oxalato, malato, citrato y
succinato, respectivamente. Tras la aplicación de Fe se obtuvo un descenso progresivo de todos los ácidos
orgánicos. Este descenso fue significativo a las 48 h de la aplicación, siendo del 44, 66, 41 y 40% para el
oxalato, malato, succinato y citrato, respectivamente (Fig. 1A). Tras 96 h de la aplicación de Fe se
obtuvieron las concentraciones mínimas. No obstante, no se alcanzaron las concentraciones de las hojas
controles, excepto en el caso del oxalato. En el fluido apoplástico se identificaron malato, citrato, oxalato,
succinato y fumarato. También en este caso se obtuvieron unas concentraciones más altas de ácidos
orgánicos en plantas deficientes que en plantas control, salvo en el caso del oxalato, que fue mayor en el
apoplasto de hojas control. Tras la aplicación de Fe a las plantas deficientes se obtuvo un descenso más
rápido de las concentraciones de ácidos orgánicos en comparación con el descenso obtenido en xilema.
Los niveles mínimos se obtuvieron 48 h tras la aplicación de Fe, con descensos del 60,6, 64,4, 89,8 y
31,5% para el oxalato, malato, citrato y succinato, respectivamente (Fig. 1B). Cabe señalar que tras 48 h
de la aplicación de Fe, las concentraciones apoplásticas de succinato y oxalato volvieron a subir,
alcanzando unas concentraciones próximas a las obtenidas en hojas control en el caso del oxalato e
incluso más alta que la obtenida en hojas control en el caso del succinato. Sin embargo, el malato y el
citrato no alcanzaron las concentraciones de las hojas control pese a sus descensos tras la aplicación de
Fe.
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Fig 1. Cambios producidos por el aporte de Fe sobre las concentraciones de ácidos orgánicos en xilema
(A) y en apoplasto (B) de remolacha.
Cambios en el pH de xilema y apoplasto y de  la concentración de Fe en xilema tras la aplicación de Fe
Se obtuvo un aumento del pH del xilema (de 5,73 a 6,04 a las 96 h) y apoplasto (de 5,82 a 6,12 a las 48 h)
después de añadir Fe a la solución nutritiva (Fig. 2A). Este aumento fue significativo a partir de las 48 h
después del tratamiento y tras 72 y 96 h se mantuvo estable con valores similares a los obtenidos en
xilema y apoplasto de plantas controles. En cuanto a la concentración de Fe en xilema, se obtuvo un gran
aumento después de la aplicación de Fe. A las 24 h este aumento fue de 4,8 veces en comparación con la
concentración obtenida en xilema antes de aplicar Fe (Fig. 2B). Después de 48, 72 y 96 h del tratamiento,
la concentración de Fe en el xilema disminuyó en comparación con la obtenida a las 24 h, manteniéndose
estable y siendo similar a la obtenida en plantas control.
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la concentración de Fe en el xilema disminuyó en comparación con la obtenida a las 24 h, manteniéndose
estable y siendo similar a la obtenida en plantas control.
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Fig 2: Cambios producidos por el aporte de Fe sobre el pH de xilema y apoplasto (A) y la concentración
de Fe en xilema (B).
Cambios en la actividad reductasa del mesófilo y de la fotosíntesis en hojas tras la aplicación de Fe
La actividad reductasa en mesófilo de hojas aumentó como consecuencia del tratamiento. Dicha actividad
fue máxima a 96 h con un aumento de 2,20 veces en comparación con la actividad obtenida en hojas
deficientes (Fig. 3A). La aplicación de Fe a las plantas deficientes produjo también un aumento de la
actividad fotosintética. A 48, 72 y 96 h después de la aplicación de Fe, el aumento fue de 2,45, 3,2 y 2,65
veces en comparación con la tasa de fotosíntesis obtenida antes de la aplicación de Fe (Fig. 3B).
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Fig 3: Cambios producidos por el aporte de Fe sobre la actividad reductasa en mesófilo de hojas (A) y en
las tasas de fotosíntesis (B).
Discusión
Se ha confirmado que las concentraciones de ácidos orgánicos en fluido apoplástico y xilema son más
elevadas en las plantas deficientes en Fe que en los controles. Resultados similares fueron obtenidos en
xilema y apoplasto de remolacha y en apoplasto de peral (López-Millán et al., 2000b; 2001c). Los
mismos autores indicaron que las elevadas concentraciones de ácidos orgánicos en xilema sugieren la
existencia de un flujo de C desde las raíces hasta las hojas, por los vasos del xilema. Según los mismos
autores, este flujo de C podría llegar a ser mucho mayor que la tasa de fijación fotosíntetica de CO2 en
hojas deficientes en Fe, lo que explicaría el poco efecto de la deficiencia de Fe en el crecimiento de las
hojas en condiciones de cultivo controladas a pesar de la gran disminución observada en la tasa de
fotosíntesis en esas mismas hojas (Terry, 1980). Tras el aporte de Fe a las plantas deficientes se obtuvo un
descenso generalizado en las concentraciones de ácidos orgánicos tanto en xilema como en apoplasto,
acompañado de un aumento del pH del xilema y apoplasto y del aumento de la concentración de Fe en
xilema. También cabe señalar que el aporte de Fe produjo un aumento de la actividad reductasa del
mesófilo de hojas y de la actividad fotosintética. Estos resultados no apoyarían la hipótesis de Mengel
(1995) que sugiere que la deficiencia de Fe en plantas crecidas en campo causaría un aumento del pH
apoplástico de hoja, lo que llevaría a una disminución de la capacidad de adquisición de Fe por las células
del mesófilo. También López-Millán et al. (2001a) indicaron que tras el aporte de Fe a remolachas
deficientes, los acervos de ácidos orgánicos en hojas y en raíces disminuyeron gradualmente. La
disminución de la concentración de ácidos orgánicos en xilema y apoplasto tras el aporte de Fe (nuestro
trabajo) y en hojas y en raíces (López-Millán et al., 2001a) sugiere que el flujo de C desde las raíces hasta
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mesófilo de hojas y de la actividad fotosintética. Estos resultados no apoyarían la hipótesis de Mengel
(1995) que sugiere que la deficiencia de Fe en plantas crecidas en campo causaría un aumento del pH
apoplástico de hoja, lo que llevaría a una disminución de la capacidad de adquisición de Fe por las células
del mesófilo. También López-Millán et al. (2001a) indicaron que tras el aporte de Fe a remolachas
deficientes, los acervos de ácidos orgánicos en hojas y en raíces disminuyeron gradualmente. La
disminución de la concentración de ácidos orgánicos en xilema y apoplasto tras el aporte de Fe (nuestro
trabajo) y en hojas y en raíces (López-Millán et al., 2001a) sugiere que el flujo de C desde las raíces hasta
las hojas se ve disminuido cuando las condiciones normales se restablecen. La disminución de este flujo
de C se ve compensada por el aumento de la actividad fotosintética en las hojas tras el aporte de Fe.
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EFFECTS OF FOLIAR SPRAYS CONTAINING CALCIUM, MAGNESIUM AND TITANIUM ON PLUM
(PRUNUS DOMESTICA L.) FRUIT QUALITY.
Alcaraz-López C, Botía M, Alcaraz CF, Riquelme F.
CEBAS-CSIC. P.O. Box 4195. 30080-Murcia. Spain.
Introduction
Calcium plays a very important role in the structure of the cell wall, thus contributing to the
firmness of the fruit tissues1. It has been reported that the infiltration of postharvest fruits with several
Ca2+ salts initially improves the resistance against mechanical damages during storage, but later promotes
an important decay that produces a useful-life period shorter than that of uninfiltrated fruits. Better results
were obtained when the cation was supplied in-season, but the beneficial effects depend on the mode of
application (root or leaf), salt type (nitrate offers better results than chloride) and supply period2,3. These
difficulties for fruit calcium assimilation are probably due to absorption of calcium by fruit being a
process regulated differently than for other nutrients. This cation moves passively through the
transpiration flux from soil5,6,7, and the fruit accumulates most Ca during the first 15-30 days after
anthesis and later fruit Ca assimilation is practically undetectable8. For these reasons the fruits have low
Ca concentrations with a high susceptibility to Ca-deficiency problems, and consequently the
improvement of the fruit metabolisable-Ca content is a very difficult process which drives the continuous
search for new, more assimilable Ca-compounds7,9,10.
On the other hand, leaf application of some compounds to several crops improves the resistance
against some physiological dissorders, plant development and fruit quality. It is especially interesting that
growth, biomass, productivity and fruit quality of many plant species are enhanced by titanium, as well as
the plant concentrations of some essential elements such as nitrogen, phosphorus, calcium and
magnesium11,12. Simultaneously, it has been communicated that these beneficial effects of titanium are
due to the intensification of the Fe activity in leaf chloroplasts and fruit chromoplasts, and consequently
increased metabolic activity and nutrient absorption13,14.
Considering the above factors an experiment was performed to study the combined effects of
in-season leaf applications of three activating compounds whose active bases are Ca2+, Mg2+ and Ti4+, on
calcium nutrition and fruit quality of plum (Prunus domestica, L.).
Materials and methods
Plant material and treatments: Plum trees (Prunus domestica L., cv. Red Beaut) four-year-old growing under a drip
fertirrigation system were selected. All the trees were grown under the same environmental conditions, as well as with
the same doses of irrigation, fertilisation and phytosanitary treatments. Eight suitably distant sub-plots (six trees each)
were selected and received the following different leaf treatments:
1.- Control: None (only water spray, 5 L/tree). 2 .- Calcium: 5L/tree of 0.100 mM soluble Ca. 3.-
Magnesium: 5L/tree of 0.103 mM soluble Mg. 4.- Titanium: 5L/tree of 0.042 mM Ti4+-ascorbate. 5.- Ca+Mg: 5L/tree
of 0.100 mM Ca & 0.103 mM Mg. 6.- Ca+Ti: 5L/tree of 0.100 mM Ca & 0.042 mM Ti. 7.- Mg+Ti: 5L/tree of 0.103
mM Mg & 0.042 mM Ti. 8.- Ca+Mg+Ti: 5L/tree of 0.100 mM Ca, 0.103 mM Mg & 0.042 mM Ti.
Three leaf applications were performed, as follows: 1st.- June 20th 2000, thirty days after harvest. 2nd.- April
11th 2001, ten days after anthesis. 3rd.- April 16th, 2001, with fully developed leaves.
"In vivo" data collection and samplings: During the last week of November 2000, after pruning, two supposedly
productive branches per tree, with similar development status and orientation were selected and marked. From these
branches the data of the plant biological activity (elongation, flowering, fruit setting) and fruit development (number of
commercial fruits/branch, equatorial diameter) were obtained every 15 days from January to the fruit harvest. At
harvest, all the fruits of each branch were sampled together and formed an individual sample (12 samples/treatment).
Colour determination: Using the Hunter-Lab system with a Minolta colorimeter CR200 model. Three determinations
of colour parameters [L*: Lighter (+) - Dark (-); a*: Red (+) - Green (-); b*: Yellow (+) - Blue (-)] were made along
the equatorial axis of each fruit.
Firmness determination: The puncture force was recorded using a 2-mm diameter probe mounted on a Universal
Assay Machine Lloyd, model LR5K (Lloyd Instruments), interfaced to a personal computer. Three measurements were
made on three equatorial fruit zones at 60º. A bevelled holder prevented bruising of the opposite side. The equipment
was prepared to run at 20 mm/min for 3 mm after contacting the peel. This equipment determines the maximum force
required for peel rupture, and the results were expressed in newtons. Magness-Taylor (MT) firmness was recorded
using a 5-mm diameter probe mounted on the same Universal Assay Machine. The fruits were peeled on three
equatorial fruit zones at 60º, and three measurements were made. The machine was prepared to run at 20 mm/min for
10 mm after contacting the flesh, determining the maximum force of the flesh penetration, and the results were
expressed in newtons.
